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 ظهارنامه )مربوط به انتشار پایان نامه( ا
، دانشججهده پکشججهی دانشججواه علوی پکشججهی   مان بیوشججیمی بانینی دانشجججور رشجج ه  نیکو درویشیییاینجانب 
بررسیی پروفایل بیانی آنزیم های خانواده هیسیتون داسیتیالز در بافت پسیتان بیماران  "نویسجنده پایان نامه 
انتخابی و اثر آن بر روی سییکل سیلولی  HDACبر بیان  RNAمبتال به سیرطان پسیتان و مطالعه نقش میکرو 
م عهد  محمد عبدرو د     غالی عباس محمدر" تحت راهنمایی د    ان " و بقای سیییلول های سیییرطانی پسیییت
 شوی:می
تحقیقات در این پایان نامه توسجط اینجانب انجای شجده اسجت و او اجحت و ااجانت ب .وردار اسجت  در اسج  اده او 
امه تا نون توسجط ای مطانب مندرج در پایان نهار محققان دیو  به م جع مورد اسج  اده اسج ناد   دهن ایج پژوهش
 لیه حقوق معنور این .ود یا ف د دیو ر ب ار دریافت هیچ نوع مدرک یا ام یاور در هیچ  جا ارائه نو دیده اسجت  
اث  م علق به دانشججواه علوی پکشججهی   مان اسججت  مقاخت مسجج ا ج با نای ه دانشججواه علوی پکشججهی   مان   و یا 
حقوق معنور تمای اف ادر  ه در به دسجت   به چاپ .واهد رسجید    Kerman University of Medical Sciencesه
آنهجا نای اند را در مقجاخت مسججج ا ج او  پایان نامه رعایت  ند و در تمجامیآمدن ن جایج ااجججلی پایان نامه تاثی  بار بوده
نشجواهی آنان را يید اسج اداان  راهنما به عنوان نویسجنده مسج ول و نیک نای اسج اداان  مشجاور و نشجانی انه  ونیهی دا
نماید در  لیه م احل انجای این پایان نامه، در مواردر  ه به حووه اطالعات شجاصجی اف اد دسج  سجی داشج ه یا او آنها 






 مالکیت نتایج و حق نشر 
آن امقاخت مسج ا ج،   ا،، ب نامه هار رایانه ار، ن ی   لیه حقوق معنور این اث  و محصجوخت •
باشجد  این مطلب افکارها و تجهیکات سجا. ه شجده  م علق به دانشجواه علوی پکشجهی   مان می
 باید به نحو مق ضی در تونیدات علمی م بوط ذ   شود  








 فهرست مندرجات 
 صفحه                                                                                                                                                                                                                  عنوان 
 و                                                                               فه ست جداول                               
 س ............................................................................................................... اشهال   فه ست
 ص ............................................................................................................. نمودارها   فه ست
 ظ                                                                     فه ست  وتاه نوش ه ها                              
  ...........................................................................................................................چهیده
                                                                                                                                    فصل اول : مقدمه و اهداف
 .Error! Bookmark not defined ...........................................................................مقدمه  -۱-۱
 .Error! Bookmark not defined.......................................... بیان مس له و اهمیت موضوع  -2-1
 .Error! Bookmark not defined.............................................................. هدف  لی  -3-1
 .Error! Bookmark not defined........................................... اهداف ا. صاای توای ی -4-1
 .Error! Bookmark not defined................................................................. ف ضیات  -5-1
 دوم: بررسی متون  فصل 
 .Error! Bookmark not defined................................................... اپیدمیونوژر س طان  -1-2
 .Error! Bookmark not defined..................................................... تومورهار س طانی  -۲-۲
  !Bookmark not defined.Error................... مورفوم  ر و سی ومورفونوژر تومورهار بد.ید  -1-۲-2
 .Error! Bookmark not defined........................................................... س طان سینه -3-2
 .Error! Bookmark not defined............................................ مهانیسد/پاتوفیکیونوژر  -1-3-2
 .Error! Bookmark not defined..................................................... تغیی ات ملهونی  -۲-3-۲
 .Error! Bookmark not defined........................................ اپی ژن یک در س طان سینه -3-3-2




 .Error! Bookmark not defined......................................... فنوتیپ هار س طان سینه -5-3-2
 .Error! Bookmark not defined.................................. دس ه بندر س طان سینه ملهونی -6-3-2
 .Error! Bookmark not defined....................... دس ه بندر س طان سینه ب  اساس بیان ژن  -7-3-2
8-3-2- TNB .................................................................mark not defined.Error! Book 
 .Error! Bookmark not defined................................................... هیس ون داس یالوها  -4-2
 Error! Bookmark not ... مهار ننده هار هیس ون داس یالوها به عنوان عوامل ضد س طان سینه -1-۴-2
defined. 
 !HDACi:  .......... Errorعوارض جانبی مص ف داروهار مهار  ننده ر هیس ون داس یالور ا  -1-1-4-2
Bookmark not defined. 
5-2- RNA  هار غی  د  ننده ر............................................Error! Bookmark not defined. 
 .RNA  .........................................................Error! Bookmark not definedمیه و -۱-۵-۲
 .RNA ...............................................Error! Bookmark not definedبیوژنک میه و  -1-1-5-2
 .Error! Bookmark not defined.................................. بینی هدف  بیوان ورماتیک و پیش -۲-۵-۲
 .Error! Bookmark not defined.................................. مشاص   دن هدف بیوشیمیایی  -3-۵-2
 not defined. Error! Bookmark............................................... و س طان  RNAمیه و -4-۵-2
 .Error! Bookmark not defined..................دردرمان و تحقیقات بانینی  RNAپ انسیل میه و -5-۵-2
 .Error! Bookmark not defined........... هار درمانی و دوو موث  miRNAسیس د رسانایی ب ار  -6-۵-2
 .Error! Bookmark not defined ................................................... م ورر ب  مطانعات  بش ه -۲-6
 فصل سوم: مواد و روش ها 
 .Error! Bookmark not defined .......................................... مواد، وسایل و نمونه هار موردنیاو  -۱-3
 .Error! Bookmark not defined....................................................... مواد شیمیایی  -1-۱-3
 .Error! Bookmark not defined..................................دس واه ها و وسایل اس  اده شده  -2-۱-3




 .Error! Bookmark not defined................................................. آماده ساور محلول ها  -2-3
 RPMI .......................................defined. Error! Bookmark notتهیه محیط  شت  -1-2-3
 .Error! Bookmark not defined.................................................. آن ی بیوتیک ها  -2-2-3
 .FBS (Fetal bovine serum)  ................Error! Bookmark not definedس ی جنین  اور  3-2-3
 .Error! Bookmark not defined................................................ محیط  شت با   ر -4-2-3
 .EDTA/ .............................................Error! Bookmark not definedتهیه ت یپسین  -5-2-3
 .PBS .......................................................Error! Bookmark not definedتهیه باف   -6-2-3
 .PCR .......................................Error! Bookmark not definedآماده ساور پ ایم هار  -7-2-3
 .PI ..........................................................Error! Bookmark not definedتهیه رنگ -8-2-3
 .Error! Bookmark not defined....................................................... تهیه ت یپان بلو  -9-2-3
 ined.Error! Bookmark not def.................. سلول هار پ و اریوتی و یو اریوتی به  ار ب ده شده  -3-3
 .Error! Bookmark not defined...........................سلول مس عد به روش شیمیایی   سا.ت  -1-3-3
 .Error! Bookmark not defined....................................................ت انس ورماسیون:  -2-3-3
 Error! Bookmark . ب ار تایید ت اس وری شدن و  ور مورد نظ  به با   ر  PCRانجای وا نش  لونی  -3-3-3
not defined. 
 .Error! Bookmark not defined.................. تالیص پالسمید او با   ر هار ت انس وری شده  -4-3-3
 .Error! Bookmark not defined................... ب رسی  ی یت و  میت پالسمید اس ا اج شده  -5-3-3
 .Error! Bookmark not defined.............................. رده هار سلونی س طانی و ساند پس ان  -4-3
 .Error! Bookmark not defined................................... پاساژ و ف یک سلول هار چسبنده  -1-4-3
 .Error! Bookmark not defined................................................ دف یک   دن سلول ها -2-4-3
 Error! Bookmark not defined................................................. شمارش تعداد سلول  -3-4-3
 .Error! Bookmark not defined .............................................................. ت انس هشن سلونی  -۵-3




 RNA ..... Error! Bookmark notمطانعه و جس جو در پایواه هار بیوان ورماتیهی جهت ان اا، میه و -6-3
defined. 
 .Error! Bookmark not defined ............................................ نعهنمونه هار س طانی مورد مطا -7-3
 .Error! Bookmark not defined..............................................................نوع مطانعه  -8-3
 .Error! Bookmark not defined..................................................... جامعه مورد مطانعه  -9-3
 .Error! Bookmark not defined ......................... و مالحظات ا.اليی  روش جمع آورر اطالعات - ۱0-3
PCR-qRTه هار سلونی با اس  اده او روشدر نمونه هار بانینی و رد HDAC2تعیین میکان بیان ژن  - ۱۱-3
 .......................................................................................... Error! Bookmark not defined. 
 .Error! Bookmark not defined...................................................... ط احی پ ایم  - ۱-۱۱-3
 or! Bookmark not defined.Err............................................. توتال  RNAاس ا اج  - 2-11-3
 .ROTH .................Error! Bookmark not definedبا اس  اده او ت ایکول  RNAاس ا اج -1-2-11-3
 .cDNA  : ................................................Error! Bookmark not definedسا.ت  2-2-11-3
3-۱۱-۲-3 -  PCR -qRT  جهت ب رسی بیان ژن ها........................Error! Bookmark not defined. 
 Error! Bookmark not ها بین دو   وه تومورر و ساند حاشیه تومورر  HDACآنانیک  می بیان ژن  -12-3 
defined. 
 !PCR-qRT Errorدر نمونه هار بانینی و رده هار سلونی با روش RNAآنانیک  می میکان بیان میه و - 3- 13
Bookmark not defined. 
 .microRNA ...............................Error! Bookmark not defined-646ب ار   cDNAسن ک - 3- 14
 .microRNA ..................................Error! Bookmark not defined-646آنانیک  می بیان  - 3- 15
 guideRNA-U6-GFP-eCas9-pCAG Error! Bookmarkبه وسیله و  ور  HDAC2ناک اوت ژن  - 3- 16
not defined. 
  !HDAC2 ................................................Bookmark not defined.Errorتوانی ژن  - 1-16-3





 .guideRNA-U6-GFP-eCas9-pCAG ..Error! Bookmark not definedهضد آنکیمی و  ور  - 3-16-3
 .Error! Bookmark not defined.طی شده   CRISPRها و  لون در و  ور guideRNAآنیلینگ  - 4-16-3
 .Error! Bookmark not defined.. وارد شده  guideRNAب ار ان اا، و  ور حاور  PCR لونی  - 5-16-3
و   guideRNA2سا. ه شده حاور توانی  CRISPR/CAS9تعیین توانی جهت تایید و  ورهار -1-5-16-3
guideRNA1 ..................................................................Error! Bookmark not defined. 
 Error! Bookmark not ......... به رده هار سلونی س طان پس ان  CRISPRت انس هت و  ور  - 2-5-16-3
defined. 
جهت افکایش  miR-eGFP-pJEBBبا اس  اده او و  ور  لونینگ و بیانی  HDAC2ناک داون بیان ژن  - ۱7-3
 .microRNA .............................................................. Error! Bookmark not defined-646بیان 
 .pJEBB ..........................................Error! Bookmark not definedدایجست و  ور   - 1-17-3
 microRNA ................................................mark not defined.Error! Bookتوانی  - 2-17-3
 .pJEBB .....................Error! Bookmark not definedدر و  ور  miR646-pre لون   دن -3-17-3
 !PCR ............ Errorبا اس  اده او تهنیک  لونی    miR-eGFP-pJEBB-646تائید تونید و  ور  - 4-17-3
Bookmark not defined. 
 .HDAC2............................... Error! Bookmark not definedب  رور ژن  miR-646ب رسی اث   - 3-۱8
 .hCDR1-psiCheck2 : ....................................Error! Bookmark not definedو  ور  - 1-18-3
 .hCDR1-psiCheck2 : .....................Error! Bookmark not definedهضد آنکیمی و  ور   - 2-18-3
 .HDAC2 ..................Error! Bookmark not definedژن   UTR'3تهثی  و جداساور ناحیه - 3-18-3
 .HDAC2 .............Error! Bookmark not definedژن   UTR'3ط احی پ ایم  ب ار تهثی   - 1-3-18-3
 hCDR1-psiCheck2 ..... Error! Bookmark notدر و  ور  HDAC2ژن   UTR'3 لون   دن -2-3-18-3
defined. 
PCRبا اس  اده او تهنیک  لونی    UTR HDAC2 -hCDR1-psiCheck2'3تائید تونید و  ور  - 4-3-18-3
 ..................................................................................Error! Bookmark not defined. 




 .Error! Bookmark not defined..................................................... نوسی  اور   تست  - 3- 20
 .MTT ................................................................. Error! Bookmark not definedآومون  - ۲۱-3
 .Error! Bookmark not defined ..... ب رسی تغیی ات سیهل سلونی با اس  اده او روش فلوسای وم  ر  - ۲۲-3
 .PI .............................................Error! Bookmark not definedاساس رنگ آمیکر   - 1-22-3
 .Error! Bookmark not defined ..................................................... سنجش تشهیل  لونی - ۲3-3
   9۴یه تحلیل آمارر                                                                                             تجک - 3-۲۴
                          فصل چهارم: نتایج 
 .Error! Bookmark not defined.............................................توایف نمونه هار انسانی  -۱-۴
 .Error! Bookmark not defined.................... نمونه هار مورد اس  اده در ب رسی بیان  می  -۱-۱-۴
 defined. Error! Bookmark not ............................................... ن ایج مطانعات بیوان ورماتیک -۴-۲
 .Error! Bookmark not defined...........................................................ان اا، ژن  -1-2-4
 HDAC2 .......... Error! Bookmark notژن    UTR'3هار هدف  ی نده  RNAپیش بینی میه و -2-2-4
defined. 
 .miRbase.........Error! Bookmark not definedدر پایواه اطالعاتی  microRNA-646ب رسی  -3-2-4
 .TargetScan .....Error! Bookmark not definedدر پایواه اطالعاتی  microRNA-646ب رسی  -۴-۲-۴
5-2-4-   miRWalk .........................................................Error! Bookmark not defined. 
 .Real Time PCR ........ Error! Bookmark not definedن ایج آنانیک  می بیان ژن با اس  اده او تهنیک  ۴-3
 .Error! Bookmark not defined...................ر اس ا اج شده  RNAتعیین  ی یت و  میت   -1-3-4
 .PCR ....................Error! Bookmark not definedتعیین دمار اپ یمد جهت انجای وا نش  -2-3-4
 !Bookmark not Error .........بانینی و در رده هار سلونی ها در  نمونه هار HDACن ایج ب رسی بیان  -۴-۴
defined. 





در رده هار سلونی س طانی پس ان در مقایسه با رده سلونی اپی تلیانی  HDAC2ب رسی بیان ژن -2-4-4
 .10A)-(MCF ..........................................................Error! Bookmark not definedن مال 
 .PCR-qRT .............Error! Bookmark not definedارویابی و  ن  ل  ی ی محصوخت وا نش  -3-4-4
 Error! Bookmark not ... در نمونه هار بیماران و حاشیه ساند تومورر  miR- 646ب رسی بیان ژن -4-4-4
defined. 
در  MB-468, MDA-MB-7, MDA-MCF-231دررده هار سلونی  microRNA-646ب رسی بیان  -5-4-4
 .10A-MCF ...........................Error! Bookmark not definedمقایسه با رده اپی تلیال ساند پس ان 
 Error! Bookmark notدر سلول هار ت انس هت شده با و  ور  microRNA-646ب رسی اث  افکایش بیان  -۵-۴
defined. 
 .premiR ...............................Error! Bookmark not defined-646ن ایج  لونینگ و  ور  -1-5-4
 .pJEBB ...............................Error! Bookmark not definedن ایج هضد آنکیمی و  ور  -1-1-5-4
 premiR .................................mark not defined.Error! Book-646ن ایج تهثی  توانی -2-1-5-4
 !miR-eGFP-pJEBB  .......... Error-646جهت ان اا،  لونی حاور و  ور  PCRن ایج  لونی -3-1-5-4
Bookmark not defined. 
 Error! Bookmark not .........سا. ه شده  miR-eGFP-pJEBB-646ن ایج توانی یابی و  ور  -۴-۵-۱-۴
defined. 
 .Error! Bookmark not defined....................................... ت انس هشن رده هار سلونی  -2-5-4
 !Error ............در رده هار سلونی س طانی ت انس هت شده  microRNA-646ب رسی سطح بیان -3-5-4
Bookmark not defined. 
 pJEBB-در رده هار سلونی س طان پس ان پس او ت انس هت سلول ها با و  ور  HDAC2ب رسی بیان  -۴-۵-۴
miR646-eGFP ...................................................................... Error! Bookmark not defined. 
eGFP-pJEBB-مقایسه ونده مانی رده هار سلونی س طان پس ان در   وه ت انس هت شده با و  ور  -۵-۵-۴
miR646  با سنجشMTT ....................................................Error! Bookmark not defined. 
 eGFP-pJEBB-ب رسی سیهل سلونی در رده هار سلونی س طان پس ان پس او ت انس هت با و  ور  -6-5-4




 pJEBB-ب  توانایی  لونوژنیسی ی رده هار سلونی ت انس هت شده با و  ور miR-646ب رسی نقش  -7-5-4
miR646-eGFP  و   وهmock ...............................................Error! Bookmark not defined. 
 !Error ....... با سنجش نوسی  او microRNA-646به وسیله HDAC2ژن   UTR'3ن ایج هدف  ی ر   -6-4
Bookmark not defined. 
 .Hcdr-psiCheck2 .Error! Bookmark not definedدر و  ور  HDAC2-3'UTRن ایج  لونینگ   -1-6-4
 .UTR HDAC2 .............................Error! Bookmark not defined'3ن ایج تهثی  توانی -1-1-6-4
 .hCDR-psiCheck2 .................Error! Bookmark not definedن ایج هضد آنکیمی و  ور  -2-1-6-4
 .UTR .........Error! Bookmark not defined'3جهت ان اا،  لونی حاور  PCRن ایج  لونی -3-1-6-4
 Error! Bookmark not ......... پس او اس ا اج  Wild  3'UTRن ایج هضد آنکیمی و  ور حاور  -۴-6-۱-۴
defined. 
 .UTR .....Error! Bookmark not defined'3حاور  Hcdr-psiCheck2ن ایج توانی یابی و  ور -5-1-6-4
 Hcdr-psiCheck2 .. Error! Bookmark notدر و  ور  HDAC2-3'UTR mutantن ایج  لونینگ   -2-6-4
defined. 
 .UTR  mutant ..............................Error! Bookmark not defined'3ن ایج سن ک توانی  -1-2-6-4
 defined. Error! Bookmark not................................................ ن ایج تست نوسی  او  -3-6-۴
 .HDAC2 ................Error! Bookmark not definedجهت ناک اوت ژن  KOن ایج سا.ت و  ور  -7-4
 .CRISPR/CAS9 ......Error! Bookmark not definedدر و  ور   ها guideRNAن ایج  لونینگ  -1-7-4
 .Error! Bookmark not definedها guideRNAجهت ان اا،  لونی حاور   PCRن ایج  لونی  -1-1-7-4
 guideRNA1 Error! Bookmark notو   guideRNA2حاور  crispr/cas9ن ایج سهانس و  ور  -2-1-7-4
defined. 
و ب رسی اث ات آن ب  رده هار  (CRISPR/Cas9)با اس  اده او روش   یسپ   HDAC2حبف ژن   -۴-7-۱-3
 .Error! Bookmark not defined ................................................................ سلونی س طان پس ان 




 CRISPR/Cas9 .. Error! Bookmarkپس او ناک اوت ژن با روش  HDAC2ب رسی سطح بیان ژن  -3-7-4
not defined. 
در رده هار سلونی  CRISPR/Cas9به روش  HDAC2ب رسی ونده مانی سلول ها پس او ناک اوت ژن  -4-7-4
 .Error! Bookmark not defined.................................................................... س طان پس ان 
در رده هار  CRISPR/Cas9با روش  HDAC2ب رسی تغیی ات سیهل سلونی پس او ناک اوت ژن   -5-7-4
 ined.Error! Bookmark not def......................................................... سلونی س طان پس ان 
به وسیله  HDAC2ب رسی توانایی  لونوژنیسی ی رده هار سلونی س طان پس ان پس او ناک اوت ژن  -6-7-4
 .CRISPR/Cas9 ........................................................Error! Bookmark not definedو  ور 
 فصل پنجم: بحث و نتیجه گیری
 .miR............................................... Error! Bookmark not defined-646شناسایی ژن هدف  -۱-۵
 Error! Bookmark not ...... در بافت تومورر اف اد بیمار در مقایسه با بافت ساند  HDAC2ب رسی بیان  -۲-۵
defined. 
 Error! Bookmark not .. در بافت تومورر پس ان در مقایسه با بافت ساند مجاور  miR-646ب رسی بیان  -3-۵
defined. 
 .Error! Bookmark not defined ..... ب رسی تغیی ات سیهل سلونی و يابلیت بقار سلول هار س طانی  -۴-۵
 .Error! Bookmark not defined ....................................................................ن یجه  ی ر  -۵-۵
 .Error! Bookmark not defined ..................................................................... پیشنهاد ها  -6-۵
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       Background and objectives: Breast cancer is a type of cancer with a high incidence 
and mortality rate worldwide. Change in epigenetic mechanisms enhances cancer cell 
progression. Histon deacetylase 2 (HDAC2) was found to act as a potential oncogene in different 
malignancies. For better understanding the mechanisms related to breast cancer development, we 
investigated the role of HDAC2 in breast cancer and the inhibitory effect of miR-646 on this 
oncogene. 
Methods: A total of thirty cancerous tissues and 30 adjacent non-cancerous specimens and also three 
breast cancer cell lines were enrolled in the study. Quantitative reverse transcriptase PCR (QRT-
PCR) was employed to detect the HDAC2 and miR-646 expression level in the studied samples. The 
biological roles of HDAC2 and miR-646 were investigated through manipulating the expression 
level of HDAC2 or miR-646 in breast cancer cells. Finally, we evaluated whether the HDAC2 is a 
direct target for miR-646. 
 Results: In this study, we found HDAC2 is significantly upregulated in cancerous specimens and 
cell lines compared to non-cancerous tissues and normal cell line. On the other hand, miR-646 
expression was decreased in clinical specimens and breast cancer cells compared to non-cancerous 
samples. Knocking out of the HDAC2 and overexpression of miR-646 inhibited breast cancer cell 
growth but promoted cell death, while untreated groups showed inverse results. Furthermore, we 
showed that in the breast cancer cells, miR-646 regulates the progression and proliferation by 




Conclusion: Taken together, our study identified a miR-646/HDAC2 regulatory function in the 
breast cancer development and introduced a therapeutically target for breast cancer. 
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